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High-per fo rmance l iqu id  chromatography  (HPLC)  o fwe l  hoge pres ta t ie
v loe is to fchromatogra f ie  i s  een methode waarmee a fzonder l i j ke  componenten
in  complexe mengse ls  gescheÍden en  dus  aangetoond en  qezuÍverd  kunnen
worden.  Zowel  met  HPLC a ls  met  andere  chromatogra f ische techn ieken v ind t
deze sche id ing  p laa ts  op  bas is  van een versch i - l  in  a f f in i te i t  voor  de
v loe is to f -  en  vas te  fase .  Vanwege de be tere  techno log ie  van ko lommater i -
a1en,  de tec toren  en  v loe is to fpompen is  he t  sche idend vermogen van HPLC
echter  veef  be ter  dan da t  van  de  k lass ieke  v loe is to fchromatogra f ie .
H ierdoor  kunnen b innen een re l -a t ie f  kor t  t i j dsbes tek  meer  componenten
van e lkaar  gesche iden worden.
Nadat  HPLC aL een t i jd  popu la i r  was  geworden voor  he t  sche iden en
aantonen van s to f fen  met  een Iaag molecuu lgewich t ,  z . i jn  gedurende de
I a a t s t e  v i j F  j a a r  d i v e r s e  H P L C - L e c h n i e k e n  v o o r  d e  s c h e i d i n g  e n  z u i v e r i n g
v a n  e i w i t t e n  o n t w i k k e l d ,  R e v e r s e d - p h a s e  H P L C  ( R P - H P L C )  i s  e e n  t e c h n i e k
waarb i j  s to f fen  op  bas is  van hun hydro foob karak ter  qesche iden worden.
D i t  p roe fschr i f t  i s  een weergave van een aanta l  s tud ies  wefke  he t
on tw ikke fen  en  toepassen van RP-HPLC voor  de  sche id inq  van e ih l i t ten  to t
doe l  hadden.  Met  name werd  gekeken naar  de  moge l i j kheden van deze
techn iek  voor  he t  zu iveren  van membraane iw i t ten .  Deze e iw i t ten  z i jn  zeer
hydro foob,  hebben een s te rke  ne ig inq  to t  aggregat Íe ,  en  z i jn  daardoor
zeer  moe i l i j k  te  zu iveren ,  In  d i t  onderzoek  z i jn  de  membraane iw i t ten  van
Senda i -v i rus ,  een muizev i rus  da t  in fec t ies  aan de  luch twegen
v e r o o r z a a k t ,  g e b r u i k t .
Het  eers te  hoofds tuk  bevat  een kor te  in le id ing  be t re f fende
e iw i t -HPlC- techn i .eken;  tevens  word t  een kor te  beschr Í j v ing  gegeven van
de Paramyxov i r idae,  waar toe  he t  Senda i -v i rus  behoor t ,  en  van de
membraan-e iw i t ten  van deze v i rus fami l - ie .
In  he t  tweede hoofds tuk  word t  de  on tw ikke l inq  beschreven van een
e lu t lesys teem dat  in  de  beg inper iode van he t  onderzoek  werd  gebru ik t
voor  de  e lu t íe  van e iw i t ten  van RP-HPLC-ko l -ommen.  Met  d i t  e lu t iesys teem
is  in  he t  derde  hoofds tuk  he t  e f fec t  van  versch i l lende ko lomlengtes  op
de re ten t ie t i jden  van versch i l lende e iw i t ten  onderzocht .  De toename van
de re ten t ie t i jd  met  de  ko l -omfenqte  b leek  gro ter  te  z i jn  naarmate  he t
molecuu lgewich t  van  een e iw i t  k fe iner  was.
Naast  qenoemd e lu t iesys teem z i jn  Ia te r ,  mede op  grond van verdere
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Iontwikkel ingen op het gebied van kolommaterialen, andere systemen
ontw ikke ld .  De mogeJ" i j kheden van RP-HPLC voor  de  zu iver ing  van de
membraane iw i t ten  van Senda i -v i rus  z i jn  in  he t  v ie rde  en  zevende
hoofds tuk  onderzocht .  Het  succes  van de  sche id ing  van deze s te rk
hydro fobe e j -w i t ten  b Ieek ,  a fhanke l i j k  van  he t  gebru ik te
RP-HPlC-ko lommater iaa l ,  s te rk  te  var ie ren  met  he t  gebru ik te
e lu t iesys teem;  e r  was  geen verband met  de  resu f ta ten  d ie  met  deze l fde
kolommaterial-en voor hydrofiele test-eiwitten verkregen werden.
RP-HPLC kan,  beha lve  voor  e iw i tzu iver ing ,  ook  gebru ik t  worden voor
het  aantonen van k l -e ine  hoevee lheden e iw i t  (hoofds tuk  5) .  De
gevoe l ighe id  kan daar toe  s te rk  (20  x )  verbe terd  worden door  he t  gebru ik
van "microborer'-kol-ommen, dat wiJ. zeggen ko.lommen met een binnendiameter
van I  mm in  p laa ts  van de  s tandaard-d iameter  van 4 .6  mm (hoofds tuk  6) .
B i j  de  chromatoqra f ie  van e iw i t ten  is  he t  gebru ik  van be t rouwbare
grad iën tappara tuur  absofuu t  noodzake l i j k .  Omdat  commerc ië le  appara tuur
noga l  p r i j z ig  i s ,  werd  met  behu lp  van een hu iscomputer  een eenvoud ig
doeh betrouwbaar gradiëntsysteem met lagedruk-menging ontwikkeld
(hoofds tuk  B) .  Met  d i t  sys teem werden zeer  reproduceerbare  sche id ingen
bere ik t ,  d ie  n ie t  versch i lden van sche id ingen verk regen met  commerc ië l -e
appararuur .
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